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　　Monoclonal　B　cells　（MBC）　were　detected　by　using　the　newly　devised　x－A　imaging　system　with
a　6－curve　（KLI－6）　in　peripheral　blood　（PB）　and　bone　marrow　（BM）　of　66　patients　with　B－cell
lymphomas　（BCL）　showing　various　characteristics　in　terms　of　histologic　or　cytologic　classification
and　clinical　stage　（CS）．
　　The　patients　consisted　of　55　cases　in　the　active　stage　and　11　in　complete　remission．
　　The　6－curves　were　drawn　out　on　the　basis　of　data　calculated　by　the　Kolmogorov－Smirnov　test　and
abnormal　criteria　were　obtained　from　mixing　experiments　previously　performed．
　Approximately　600／o　of　active　BCL　demonstrated　abnormal　results　in　KLI－6　by　sampling　both　PB
and　BM．　Of　these，　67％　showed　abnormalities　in　either　PB　or　BM　samples．　Follicular　types　had
almost　the　same　incidence　of　abnormal　results　as　diffuse　types　（PB：620／o　vs　54％，　BM：500／o　vs
630／o）．　However，　there　were　significant　differences　between　large　cell　types　and　non－large　cell　types
（PB：500／o　vs　600／o，　BM：330／o　vs　70％），　as　well　as　between　CSI十II　and　CSIII十IV　（PB：250／o　vs　74％，
BM：31％　vs　74％）．　Eighteen　and　9　percent　of　the　patients　in　the　remission　stage　also　showed
abnormal　6－curves　by　PB－and　BM－KLI　respectively．
　From　the　above　results，　detection　of　MBC　in　PB　and　BM　by　KLI一δis　thought　to　be　useful　for　the
diagnostic　screening　of　BCL，　the　assessment　of　clinical　stage　and　investigation　of　minimal　residual
diseases．
緒 言
　Non－Hodgkin’s　lymphoma（NHL）において，末
梢血および骨髄中に存在する腫瘍細胞量を客観的か
つ高感度に測定する事は，診断的スクリーニング，
病態解析，臨床病期決定及び微小残存病変　（mini－
mal　residual　disease；MRD）の検討などに非常に
重要である．さらに，その検査法が簡便なものであ
（1991年12月4日受付，1991年12月16日受理）
Key　words：フローサイトメータ（flow　cytometer），κ一λイメージング法（KLI（kappa－lambda　imaging）），Bリ
ンパ腫（B・cell　lymphoma），微小残存病変（MRD（minimal　residual　disease））
（1）
1992年3月 川西：KLI法によるBリンパ腫患者末梢血，骨髄中の腫瘍細胞の検出 221
るなら病勢のモニタリングにも応用可能で再発の早
期診断にも役立っものと思われる．
　最近，DNA解析によって免疫グロブリン遺伝子
の再構成の有無を検討することで，形態的には検出
困難なリンパ腫細胞の末梢血や骨髄中での存在が明
らかにされている1）’2）．
　これらのリンパ腫細胞は，正常リンパ球と同様に
小型のものであるのか，あるいは絶対数が少ないた
め通常の塗沫標本の顕微鏡による観察では検出しが
たいものと考えられる．
　DNA診断による遺伝子再構成の確認はリンパ球
のmonoclonalityを検証するうえで確実かつ鋭敏
な手段であるが，反面，時間とコストがかかり，ま
たラジオアイソトープを使用しなければならない
等，臨床の場で頻回に行うには難があり，少なくと
も現時点ではリンパ腫患者の末梢血および骨髄のモ
ニタリングに適しているとは言いがたい．
　我々は，小型Bリンパ球のmonoclonalityを定
量的に検出しうる実用的かつ鋭敏な方法として，
kappa－1ambda　imaging（KLI）法を考案し，その基
礎的研究結果を報告した3）．KLI法の感度は対正常
リンパ球比で3～7％であり通常のDNA診断
（Southern　blot法）と比較しても遜色なく，サンプ
ル量としても末梢血なら5～10mlで充分であり，解
析時間も3～4時間と短くてすむ．
　今回，著者はKLI法を用いてBリンパ腫患者の
末梢血および骨髄穿刺砂中のmonoclona1なB細
胞（monoclonal　B　cell：以下MBC）の存在と病理
組織型，細胞形態学および，臨床病期との関連につ
いて解析し，また従来の形態学的診断による白血化，
骨髄浸潤との比較もおこなった．
表1検索症例の内訳
対照症例
　健常検体
　非血液疾患
　T細胞リンパ腫（ATLを含む）
　ホジキン病
　良性反応性リンパ節症＊
Bリンパ腫
　活動旧例‘＊
　濾胞性
　　大細胞型
　　非大堺飛型
　　　small　cleaved　cell
　　　mixed　small　cleaved　and　large　cell
　び漫性
　　大細胞型
　　非大細胞型
　　　small　lymphocytic
　　　small　cleaved　cell
　　　mixed　small　cleaved　and　large　cell
完全寛解例
　症例数
　　20
　　10
　　12
　　7
　　14
総計63
55
　　11
総計66
16
39
4
12
16
23
10
2
3
16
4
対象及び方法
　対象患者は，1985年から1990年の間に東京医科
大学にて，診療をうけたBリンパ腫66例と正常人
を含む対照63例で，その内訳は表1に示すとおりで
ある．Bリンパ腫の診断は免疫グロブリン軽鎖に対
するポリクローナル抗体，CD　19（B　4），CD　20（B
1），CD　21（B　2）に対するモノクローナル抗体を用
いて，生検組織の凍結切片をABC法にて免疫染色
し，あるいは，その浮遊細胞を蛍光染色後，flow
cytometer（FCM）で分析して行った．
組織型はリンパ節生検組織標本によりWorking
Formulation（WF）にしたがって分類し，臨床病；期
＊伝染性単核球症，結核，梅毒，亜急性壊死性リンパ節炎，その他の反応性リンパ
　球増多症。
＊＊Working　Formulationに従って分類。
（CS）は理学的所見，一般生化学検査，胸部X線，
腹部エコー，胸腹部CT，67Gaシンチグラム，上部
消化管などの画像診断および骨髄穿刺生検を行い
Ann　Arbor分類によって判定した．白血化および骨
髄浸潤の診断は，塗沫標本および生検標本の形態学
的検索により行った．
　確定診断後の治療はdoxorubicin，　vincristine，
cyclophosphamideおよびprednisoloneなどを用
いた標準的なプロトコールによる化学療法を主体
に，局所のmassに対しては，適宜放射線照射を行
った．
　方法はNakanoら3）に従って，最初に5～10　ml
の末梢血および1～1．5mlの骨髄穿刺液をヘパリン
採取しFico11－Hypaqueを用いて単核球分離を行っ
た．ついでRPMI　1640に浮遊させ37℃，60分ふ置
し，免疫グロブリンの非特異的吸着を除去．その後，
濃度を0．5～1×106／mlに調整し細胞浮遊液とし
た．次に，FITC（fluorescein　isothiocyanate）によ
り標識したF（ab’）2フラグメントからなるポリク
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表2KLIの結果
　　PB－KLI
異常例
検索症例（％）　P．Value
　　BM－KLI
異常例
検索症例（％）　　P，Value
maximum　point＞1000　（rc－pattern）
Bリンパ腫
。
一1000
一2000
foo 200　255　一一一＞n
minimum　point〈O　（A－pattern）
　fluorescence　intensity
図2δ・curveの異常パターン
ローナル抗ヒト免疫グロブリンκ別ないしλ鎖ヤ
ギ抗体（TAGO社）と4℃，45分間反応させ，3回
洗浄後0．5～1×106／m1となるようにHanks液に
再浮遊させた．測定は，FCM（FACS　440；Becton－
Deckinson社）を用いて，小型リンパ球細胞（small
lymphocyteないしsmall　cleaved　ce11に相当）に
gateを絞っておこなった．また単球の混入をチェッ
クするために同時にCD　14（LeuM　3）にて染色し，
混入率が0．3％以下である事を確認した．次に小型
リンパ球1×104個を解析し図1，左のごとく表面
免疫グロブリンx鎖及びλ鎖の蛍光強度別のヒス
トグラムより，x－curve，λ一curveを描出した．正常
人では両曲線は，図1左より2番目に示す如くほぼ
重なり合う．この曲線の整合性を調べるため，集団
の分散の差を検定する統計学的手法である
Kolmogorov－Smirnov　Testを応用し，図1左より
活動期例
　組織型
　濾胞性
　び骨性
　細胞円型
　大細胞型
非大細胞型
　臨床病期
　　1　十II
　III　十N
　白血化
　あり
　なし
　骨髄浸潤
　あり
　なし
完全寛解例
対照症例
　正常検体
　非血液疾患
Tリンパ腫
　ポジキン病
　良性反応性
　リンパ節症
31／55　（56）
10／16　（62）
21／39　（54）
21／36　（58）
6／12　（50）
15／24　（63）
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3番目の式により累積度数の差δ（n）を計算し，n
を横軸にとり0から255まで変化させた時に得られ
るδ（n）値を縦軸にプロットしてδ一curveを得た
（図1，右）．
　δ一curveの異常値の基準は混合実験により3），その
最大値がδ（n）値として1000以上の場合をκ一type
の，また最小値が0以下の場合をλ一typeのMBC
陽性とした（図2）．
　このδ一curveによるMBCの検出法をKLI法と
（3）
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呼ぶ．
　KLI法に解析結果の疾患別の比較には，X2分布に
よる検：定法を用いた．
結 果
　表2に患者および対照129例全体の末梢血（PB）
および骨髄（BM）についてのKLIの結果を示す．
PB－KLIは，全例に施行し，　BM－KLIは，　Bリンパ
腫47例（活動期36例，完全寛解11例），その他の
リンパ増殖性疾患25例，非血液疾患10例を含む82
名について行った．
　まずPB－KLIについては，活動期Bリンパ腫患
者の56％（31／55）に異常が認められた．陽性率は組
織型や各細胞形態で差は認められず50～60％を示
したが，臨床病期についてはCS　I＋IIで25％，　CS
III＋IVで74％と有為な差が認められた（P＜
0．05）．形態学的に白血化している12例では全例に
異常を認め，さらに非白血性と診断した例でも44％
（19／43）に異常を認めた．一方，形態学的骨髄浸潤
例の末梢血では83％（15／18）に，また非浸潤例の
43％（16／37）に異常を認めた．さらに，完全寛解と
判定した11例についても2例（18％）が異常を示し
た．
　一方，Tリンパ腫，ポジキン病，反応性良性リン
パ節症などは，すべて正常人と同様のδ一curveを示
した．
　次にBM－KLIでは活動期Bリンパ腫の58％
（21／36）に異常を認めた．組織型による陽性率には
有為な差は見られなかったが（濾胞性50％，び漫性
63％），細胞形態と臨床病期には差を認めた．（大細
胞型33％，非骨細胞型70％，CS　I＋II　31％，　CS
III十VI　740／．）
　白血化7例の全例（100％）および非白血化例の
48％（14／29）でBM－KLIに異常を認め，さらに骨
髄浸潤例10例の全例（100％）および骨髄浸潤を認
めなかった症例の42％（11／26）に異常を認めた．な
お，完全寛解11例中1例（9％；follicular　small
cleaved　cell　type）で異常が見られた．一方，骨髄
が正常である反応性リンパ増殖性疾患や非血液疾
患，Tリンパ腫，ヒジキン病では，異常パターンは
検出されなかった．
　図3から図5に，活動期Bリンパ腫における上記
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写真1　患者骨髄塗沫標本
　　（Follicular　small　cleaved　cell　lymphoma，　x
　　type，　CS　III）
　　形態学的には，リンパ腫細胞の浸潤は認められ
　　ない．
（6）
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図7末梢血，骨髄およびリンパ節のδ一curveの比
　　較　II
　　（Follicular　small　cleaved　cell　lymphoma，　x
　　type，　CS　III）
分類のδ一curveを各条一別にまとめて示した．
　PBKLIとBM－KLIを同時に行うことのできた
活動期Bリンパ腫36例については，！5例（42％）
がPB－KLI，　BM－KLI両者の異常を示し，7例
（19％）はBM－KLIのみ，2例（6％）はPB－KLIの
み異常を示した．また12例（33％）はPB－KLI，
BM－KLI共に正常パターンであり，すなわち異常は
活動期Bリンパ腫の67％に認められた．
　次にリンパ節生検時の細胞浮遊液を同時にKLI
法にて分析し，PB－KLI，　BM－KLIと比較した．図
6はλ一type（Diffuse　small　cleaved　cell　type，　CS
IV）のリンパ腫で白血化と骨髄浸潤を認めた症例で
あり，全てのδ一curveはいずれもλ一typeの異常パ
ターンを示していた．さらに，図7はx－type（Fol－
1icular　sma11　cleaved　cell　type，　CS　III）で，形態学
的には骨髄浸潤を認めず（写真1），白血化も認めら
れなかった症例であるが，δ一curveは末梢血，骨髄，
リンパ節細胞浮遊液のいずれにもx－typeの異常パ
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ターンを示した．
考 察
東京医科大学雑誌
　従来NHLの白血化および骨髄浸潤は，形態学的
に診断，評価され，ともに予後を左右する重要な因
子とされてきた．文献的にはNHLにおいて白血化
は14～39％4）～6）に，骨髄浸潤は16～75％5）・7）A－9）に認
められるとされているが，これらの発生率の相違は，
施設問での診断基準の差によるものだけではなく，
形態学的評価を客観的に行うことの難しさを示して
いる．実際問題として，NHLに合併するウイルス感
染症あるいは化学療法時にしぼしぼ見られる反応性
の異型リンパ球はリンパ腫細胞と判別の困難なこと
が少なくない．すなわち，白血化や骨髄浸潤は形態
学的に判定するだけでは不充分といえる．
　最近，DNA　hybridization法を用い，形態学的に
検出できないリンパ腫細胞が恒常的に末梢血および
骨髄を再循環していることが証明されている1），2）．こ
のDNA解析法は形態的に検出可能なリンパ腫にも
勿論有効であり，末梢血および骨髄病変を診断する
上で非常に優れた方法である．しかし，現時点では
前述のごとく臨床的に頻回に繰り返し得る実用性に
欠けている．
　Bリンパ腫の70～80％を占める10）表面免疫グロ
ブリン発現例に対して，そのmonoclonalityを検証
する1ight　chain　analysis（LCA）が，臨床的に簡便
かっ有用である．LCAはB細胞表面免疫グロブリ
ンに着目し，monoclona1なB細胞の増殖では表面
免疫グロブリンの軽々がκ，λの一方のみである事
からmonoclonalityを検出しようとするもので，古
典的なκ／λratioii）に始まり，κ一λanalysis　with
∠　Li2），κ一λanalysis　with’D’value13）等いくつかの
手法が報告されている．
　我々のKLI一δはすでに報告されたそれらの検査
法のなかで最も高感度であり，その検出感度は，混
合実験により対リンパ球比で3～7％，末梢血有核細
胞の1～5％の異常細胞を検出することが可能であ
り，DNA解析レベルの感度を充分に得ることがで
きると考えられる14）．
　ところで末梢血あるいは骨髄で検出される
monoclonal　B細胞が，原発巣由来であることは
LCAおよびDNA解析によって証明されている15）．
著：者も同一患者においてリンパ節細胞浮遊液，骨髄，
末梢血をKLI一δで解析したところ図6および図7
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で見られるように同様の異常パターンを示し，検出
しているmonoclonalなB細胞が原発巣由来であ
ることが示唆された．
　一方，PB－KLIで白血化を証明しながらも骨髄に
形態学的およびBM－KLIによっても異常を認めな
い症例も6％経験された．このことは，リンパ組織
から腫瘍細胞が血液中に流入しても，骨髄には生着，
増殖しない例のあることを示しており，白血化に先
立って骨髄浸潤が起こるとする従来の考え方が必ず
しも正しくないことを示している．
　MBC　の検出率は表2に見られるように，　PB－
KLI，　BM－KLIともにその組織型（濾胞性，び漫1生）
にかかわりなく50～60％であった．一方，DNA解
析では，Working　Formulationに従って分類した場
合，末梢血中での腫瘍細胞の検出頻度は濾胞性リン
パ腫を主体とする低悪性度群の方が，中等度ないし
高悪性度群に属するび漫性リンパ腫より高いと報告
されており1）・2），著者の結果と異なっている．しかし，
これは低悪性度群のなかにMBCが高頻度に循環す
るdiffuse，　small　lymphocytic　lymphoma（DSLL）
が含まれていることが関係していると考えられ，著
者の場合も，DSLL　3例を含めて分類しなおし，末
梢血におけるMBCの存在を分析したところ低悪性
度群67％（12／18），中等度および高悪性度群51％
（19／37）とDNA解析とほぼ同様の傾向を得た．
　BM－KLIは，低悪性度群で62％（8／13），中等度
および高悪性度群で57％（13／23）の陽性率を示し，
組織型による有為差は認められなかった．なお，
DNA解析による検出頻度は約60％と報告されて
いる18）．
　一般に，低悪性度リンパ腫では白血化や骨髄浸潤
が予後因子とはならないとする報告もあるが19），今
後はKLI法などによって検出される血液中ないし
骨髄中のMBCの予後的意義についても明らかにし
てゆく必要があろう．
　次に細胞のサイズ別にPB－KLIとBM・KLIの結
果を見てみると，MBCの検出率は大細胞型に比べ
て非大細胞型でより高く，この傾向はBM－KLIにお
いてより著しかった．しかし，ここで注目されるの
は，大細胞型リンパ腫においても，血液中および骨
髄中の小型細胞にMBCが比較的高頻度に検：出され
る点である．この事実は，リンパ節では腫瘍細胞が
大型の細胞形態をとっていても，その一部は小型細
胞に形態変換し，血液中へ流出し骨髄に生着する例
（7）
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のあることを示唆している．最近，リンパ節の組織
像はび漫性大細胞型を呈し，骨髄浸潤細胞は小型細
胞である，いわゆるdiscordant　lymphomaが注目
されているが16）・17），我々の結果はそのようなリンパ
腫の存在を客観的に証明しているものと思われる．
　臨床病期別に末梢血および骨髄でのMBCの検出
率を見ると，ともに病期の進展によく相関している．
CS　I＋IIの症例ではそれぞれ25％，31％に，　CS
III＋IVではともに74％の症例に検出された．この
ことはDNA解析によっても示されており1），　KLI
法の結果が腫瘍量を正しく反映している事を示して
いる．また，治療や疫学的検索を行うに当たって，
臨床病期を決定する際に，従来の形態学的診断法の
みで行うのではなく，KLI法やDNA解析等による
裏付けが必要であると考えられる．
　KLI一δによって白血化や骨髄浸潤等の形態学的
異常の如何にかかわらずMBCを高感度に検出でき
ることが示唆されたが，さらに完全寛解と診断した
症例の一部でも骨髄あるいは末梢血中にMBCの認
められることがあり，このような症例をどの様に判
定すべきか，MRDとの関連とともに今後DNA解
析の結果も踏まえて検討してゆく必要があると思わ
れる．
結 語
　以上のように，表面免疫グロブリン陽性Bリンパ
腫に限られてはいるものの，KLI一δは細胞表面マー
カーを測定するFCMとcomputerで，比較的簡便
かつ頻回に検査が可能であり，Bリンパ腫のスクリ
ーニング，臨床病期の裏付け，病勢の観察等に有効
であると考えられた．
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